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1.　はじめに
　連続戻し交雑法により育成された植物のことを，細胞質置換系統とよぶ。連続戻し交雑法は古典的
な育種技術であり，この方法で育成された細胞質置換系統は，メンデルの遺伝法則の再発見者の 1人
として有名なコレンス（C. Correns）により，最初に植物細胞質の遺伝学的研究に用いられた。有性
生殖をする高等植物では，核ゲノム（染色体）に存在する遺伝情報は両親から半分ずつ次代へ伝えら
れる。一方，細胞質は，多くの場合母性遺伝するので，そこに存在する遺伝情報（細胞質ゲノム，プ
ラズモン）も母方のみから子孫へ伝えられる。したがって何回もの連続戻し交雑を経て育成された細
胞質置換系統では，花粉親からみて，細胞質が最初の交配に用いた母親（細胞質提供親）のものに置
き換えられた状態になっており，細胞質置換系統と花粉親とを比較することで，細胞質の遺伝的特性
をそのまま表現型に反映させることができる。このことから細胞質置換系統は，植物の細胞質ゲノム
の特性を研究するための格好の材料として利用されてきた。
　コムギにおいても，コムギ（Triticum）属とその近縁野生種であるエギロプス（Aegilops）属植物の
細胞質をパンコムギに導入した細胞質置換系統が，多数育成されており，両属植物のプラズモンが植
物の表現型にどのような影響を与えるのか，体系的に調査されている 1)。これらプラズモンの研究は，
両属植物の系統進化の解明に貴重な情報を提供してきた。また異種プラズモンによるパンコムギの表
現型の変化には、雄性不稔や半数体誘発など実際の育種にも役に立ちそうな特性が多数観察されたこ
とから，実用化を目指した研究の題材としても興味が持たれている。その中で我々は Ae. muticaの細
胞質に注目した。Ae. muticaは，トルコ，シリアなど中東地域に生育する 2倍性の野生種で，他の多
くの Aegilops種とは異なり他殖性である。この植物のプラズモンは，米国とブルガリアの研究者によ
り，それぞれ独立にパンコムギに導入されたが，もともと同じ種に由来するにもかかわらず，最初の
交雑に用いた個体間でパンコムギに与える表現型に大きな違いがみとめられ，出穂遅延を生じる T型
と細胞質雄性不稔を引き起こす T2型の 2つに分類されるに至った。以前に行われたオルガネラ DNA
の制限酵素分析では，T型と T2型の表現型の違いはミトコンドリア DNA分子の構成の違いによるこ
とが示唆されているが，その機構の詳細は未だ解明されていない 2)。そこで本プロジェクトでは，パ
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種々の分子生物学的実験を行う。今年度はその第一歩として，網羅的サザン解析によるゲノム構造の
比較，構造変異を示す遺伝子の塩基配列レベルの解析とノーザン解析による遺伝子発現の調査を行っ
た。以下その結果を報告する。
2.　材料及び方法
2.1.　植物材料
　本研究に用いた植物材料を表 1に示す。普通系パンコムギ（T. aestivum）の 1品種 Chinese Spring
（以下 C52系統）と，Chinese Springの核に Ae. muticaの T型細胞質を導入した系統（以下 C13系統），
同じく Chinese Springの核に T2型細胞質を導入した系統（以下 C14系統）を実験材料として用いた。
なお，C13系統は C52系統，C14系統と比べて出穂が遅延すること，C14系統は雄性不稔を示すこと
が知られている。
2.2.　実験方法
　実験方法の詳細は論文に譲るが，サザン解析は以下の方法で行った。すなわち C52，C13，C14各
系統から調製した全 DNA約 10 µgを制限酵素 EcoRI，HindIII，PstI，SalIにより完全消化し，これら
をアガロースゲル電気泳動した後，ナイロンメンブレンに転写した。PCRにより得たパンコムギミト
コンドリアの各種遺伝子断片をプローブに用いて，サザンハイブリダイゼーションを行い，Digシス
テムの発光系によりシグナルを検出した。またノーザン解析には，開花前の植物の葉及び穂から調製
した全 RNAを使用した。これらの実験を含め，クローニング，シークエンシングなどの分子生物学
的実験は，一般的な方法によった。
3.　結果及び考察
3.1.　パンコムギミトコンドリア遺伝子プローブを用いた網羅的サザン解析
　昨年，パンコムギ（T. aestivum cv. Chinese Spring）のミトコンドリアゲノムの全塩基配列が決定さ
表 1　実験に用いた植物材料
1)After Tsunewaki (1996)
2)Triticum aestivum cv. Chinese Spring
a) Alloplasmic and euplasmic lines of common wheat
Code Plasma type1) Nuclear genotype2)
Cytoplasm donor
Group or Section Species Ploidy
C13 T CS Amblyopyrum Ae. mutica 2×
C14 T2 〃 〃 〃 2×
C52 B 〃 Dinkel T. aestivum 6×
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4. 寺地 .fm  25 ページ  ２００６年１０月１６日　月曜日　午前１０時１４分れ，このゲノムは全長 452,528 bpの環状 DNA分子であること，その中に 35個のタンパク質をコード
する遺伝子，3種の rRNA遺伝子，17個の tRNA遺伝子が含まれていることが明らかとなった 3)。こ
の情報をもとに，今ではパンコムギと，C13，C14系統のミトコンドリアゲノムの間にどのような構
造の違いが存在するのか，より詳細に調べることが可能となっている。そこで本研究ではまず，パン
コムギのミトコンドリアゲノムに存在するタンパク質をコードする遺伝子の，ほぼすべてを網羅した
プローブによるサザン解析を行い，系統間のミトコンドリアゲノムの構造をより広範囲に比較した。
図 1に，28種類の遺伝子プローブを用いて，サザンハイブリダイゼーションを行った結果を示す。ま
た表 2に，各遺伝子プローブを用いて得られたシグナルから求めた，系統間で同じサイズを示す制限
断片のパーセンテージを掲げる。得られた結果をまとめると，C13，C14系統のミトコンドリアゲノ
ムには，リファレンスとした C52系統も含めて 3系統すべてに共通な遺伝子領域，C13，C14系統間
で共通であるが C52系統とは異なる領域，C13と C14系統間で構造の異なる領域が存在することが示
された。例えば nad1遺伝子などでは，C13と C14系統間，また C52と C13，C14系統間のいずれに
おいても表中で 100％と表記されている。したがってこの遺伝子を含むゲノム領域は，3系統すべて
にわたって共通であると推測される。一方で，atp1，cox1，rrn18+5遺伝子領域では，C52と C13，C14
系統間だけではなく，C13と C14の系統間にも遺伝子コピー数の違いを示唆する顕著なハイブリダイ
ゼーションシグナルの違いが認められた（データ未掲載）。そこで，本研究ではこの 3遺伝子領域に
注目し，その全体的な構造と塩基配列を各系統間で比較した。
3.2.　atp1，cox1，rrn18+5遺伝子領域のシークエンシング
　図 2に，各遺伝子領域の構造の模式図を示す。atp1，cox1，rrn18+5遺伝子領域の塩基配列の決定に
より，次のような事実が明らかになった。1）C14系統の atp1遺伝子下流の atp9遺伝子，C13系統の
cox1遺伝子内にはそれぞれ配列の分岐点があり，分岐点を持つ系統では，それぞれ他系統には無い組
換え型のオープンリーディングフレーム（orf）を組むことができる。2）Ae. muticaの cox1遺伝子の
上流には，パンコムギには無い orf260遺伝子が存在する（なお，これは C13，C14系統に共通して認
められる）。3）C14系統の rrn18+5遺伝子領域には，3′部分が他の配列と置き換わった異常な rrn18
遺伝子が存在する。
　一般に，細胞質雄性不稔を示す植物のミトコンドリアゲノム上には，既知のミトコンドリア遺伝子
配列を部分的に含む，特異的なキメラ遺伝子が存在する。さらに，トウモロコシの NCS突然変異体の
生育異常は，ミトコンドリア遺伝子の欠損，またはキメラ遺伝子による正常型遺伝子の転写阻害が原
因と考えられており，ミトコンドリア遺伝子の構造変異と雄性不稔以外の異常な表現型との関連が示
唆されている。したがってこの 3遺伝子領域の構造変異により生じた新たな orfは，雄性不稔及び出
穂遅延を引き起こす原因遺伝子の有力な候補と考えられた。
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　前述のサザン解析とシークエンシングの結果，Ae.
muticaのミトコンドリアゲノムにはパンコムギには
無い 4種類のキメラ遺伝子が存在することが初めて
明らかになった。これらの変異領域に存在する各遺
伝子の発現を調査するため，各系統から調製した全
RNAを用いノーザン解析を行った（図 3）。その結果，
atp1および rrn18遺伝子では，ハイブリダイゼーショ
ンシグナルに違いは見出されず，両遺伝子領域に存
在するキメラ遺伝子は発現していないこと，キメラ
遺伝子の存在が正常型遺伝子の発現パターンに影響
を与えていないことが示された。一方，cox1遺伝子
に関しては，細胞質置換系統で，パンコムギと比べ
mRNAの蓄積量が著しく低下していることがわかっ
た。orf260遺伝子の発現パターンとの比較より，細
図 2　atp1，cox1，rrn18+5遺伝子領域の構造
Aは atp1，Bは cox1，Cは rrn18+5遺伝
子領域を，Eと Pはそれぞれ EcoRI，
PstIサイトを示す。
表 2　各種ミトコンドリア遺伝子プローブを用いたサザン解析の結果
* C13，C14系統ではシグナルが検出されず，Ae. muticaではrpl5遺伝子は核ゲノムへ移行していると推測される。
Probe
Common fragments (%)
Probe
Common fragments (%)
C13 vs. C14 C52 vs. (C13, C 14) C 13 vs. C 14 C 52vs. (C 13, C 14)
nad1a 100 100 atp6 100 31
nad1e 100 100 atp8 100 25
nad2b 100 100 ccmC 100 80
nad2d 100 50 ccmFCa 100 100
nad3-rps12 100 50 ccmFCb 100 0
nad4a 100 100 ccmFN 100 100
nad4b 100 100 rpl5* − −
nad4c 100 100 rpl16 100 0
nad5b 100 100 rps1 100 100
nad5d 100 100 rps2 100 100
nad6 100 50 rps3b 100 0
nad7c 100 100 rps4 100 0
nad9 100 100 rps7 100 25
cob 100 25 rps13 100 100
cox1  55 0 matR 100 100
cox2  80 90 mttB 100 0
cox3 100 0 rrn18-rrn5  46 25
atp1-atp9  67 0 rrn26 100 70
atp4 100 0
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cox1遺伝子の発現を抑制している可能性が考えられる。ただしこの現象は，C13，C14の両系統ともに
生じていたので，それぞれの系統の表現型とどのように結びつくのか，現段階ではわからない。今後
は，cox1遺伝子のタンパク質レベルでの比較，また複合体Ⅳ（cox1遺伝子の翻訳産物がサブユニット
の一部を構成する）の活性の検討などを行い，cox1遺伝子と表現型との関連を考えていく予定である。
　なお，C13，C14両系統の cox1遺伝子上流に発見された orf260遺伝子は，パンコムギに雄性不稔性
を付与することで知られる T. timopheevi細胞質のミトコンドリアの原因遺伝子，orf256のホモログで
ある。orf260遺伝子の転写産物は雄性可稔の C13，雄性不稔の C14両系統の両方に観察されたが，翻
訳産物の有無はまだ調べられていない。また orf256のホモログは，Ae. muticaだけではなく，他のい
くつかのコムギ・エギロプス属植物にも存在するが，T. timopheeviもしくは Ae. speltoides細胞質を持つ
雄性不稔コムギの orf256を除けば，いずれも転写されない，もしくは転写はされるが翻訳されないこ
とが知られており，コムギにおける orf256/260遺伝子と雄性不稔形質との密接な関係が示唆される 4)。
したがって，何らかの理由で雄性不稔を示す C14系統にのみ orf260遺伝子の翻訳産物が存在する可能
性がある。今後，ウエスタン解析などタンパク質レベルの研究が必要と考えている。
図 3　変異遺伝子領域のノーザンハイブリダイゼーション
矢印は遺伝子内の分岐点を，52は C52，13は C13，14は C14系統を示す。
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　以上，Ae. mutica細胞質を持つ細胞質置換系統（コムギ）を材料に用いた，Ae. muticaとパンコムギ
のミトコンドリアの比較ゲノム解析の一端を報告した。Ae. muticaは希少な野生植物であり，この植
物自体から大量のミトコンドリアや mtDNAを調製することは，事実上不可能である。細胞質置換系
統が育成されて初めて，この植物のミトコンドリアゲノムのユニークな特性が顕在化したことはもと
より，もしこれらの細胞質置換系統が無ければ，Ae. muticaのミトコンドリアの研究を効率よく進め
ることは困難であろう。植物オルガネラ研究における細胞質置換系統の有効性を改めて提唱したい。
現在，ナショナルバイオリソースプロジェクト（NBRP）の助けを借りて，雄性不稔を示す C14系統
の増殖を図っている。この系統の種子増殖を終える次年度には，プロテオミクス的なアプローチも可
能になるものと期待している。
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